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Dominant negat市e Ras(DN‐Ras)を発現するPC12細胞 (PC12Ha RHK細胞)と
contЮl vectorを導入したPC12細胞 (PC12Ha XMV細胞)は服部成介博± °より恵
与を受けた。PC12細胞の培養は全て 10%FBS IJRH,Australia)および50U/mlペ























MEKl阻害剤 PD980599、TrkA阻害剤 K‐252alの、PKC阻害剤 calphostin Cll'1°
および Gё69831°、L型電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤 diLiazem助、N型電
位依存性ガルシウムチャンネル阻害剤ω‐conotoxin助はそれぞれ15分間PC12細胞を











Na3V04を含む)で洗浄後、PC12細胞に20 mM丁面s(pH 7.6),l mM EDTA,150 mM
NaCI,1%TtttonX¨100,l mM Na3V04,50 mM NaFにタンパク分解阻害剤としてlmM
PMSF(BRL,U.S.A.)と10 mg/mlのpepstatin A(Sigma,UoS.A.)を添加した溶液50 μl
3
にさらに、サンプルバッファー (3%SDS,62.5 mM Tns‐HCI(pH 6.3),10%glyceЮI,




Trans‐Blot SD Semi¨Dry Transfer Cell(BiO‐Rad,U.S.A.)を用いてPVDF膜
(lmmObi10n‐P MillipOre,U.S.A.)に転写した。PVDF膜はTBS丁(0。1%丁ween2¨0,100
mM丁面s¨HCI,pH 7.5,150 mM NaCりで室温5分間洗浄後、TBSttB(0.1%BSA含
有TBST)で室温1時間ブロッキングした。次に、一次抗体として丁BSttBで希釈し
た抗リン酸化MAPK抗体 (PhosphOPlus p44/42 MAP Kinase Antibody Kl,N.E.B.,
UoS.A.)と室温1時間反応後、TBSTで室温5分間、4回洗浄した。TBSttBで希釈し
たHRP標識抗ウサギ抗体を加えて、室温にて1時間反応後、丁BS丁で室温にて5分
間、4回洗浄した。LumiGLO chemiliminOscent reagent(Kirkegaard and Perry Lab.














































































をPKC阻害剤 calphosun Cll)'1のまたは別のPKC阻害剤 Gё69831鋤で処理し、
PKC活性化の阻害が MSH‐APまたはNGFの突起伸長作用へ及ぼす影響について調
べた。その結果、MSH‐APよる突起伸長は83.0±6.5%のPC12細胞に認められてい
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脚注
大阪大学歯学部口腔外科学第一講座 (主任 :松矢篤三教授)         '
本論文に使用した略号を以下に示す。MSH;Mouse semaphonn H,MsD;Mouse
semaphottn D,PC12細胞 ;a clone dettved from a pheochromocytoma tumor Ofthe
rat adrenal medulla(ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞株),NGF;NeⅣe growth
factor,EGF;Epidermal gЮwth factor,dBcAMP;dibutyryl cyclic AMP,AP;alkaline
phosphatase,EDttA;Ethylenediaminetetraacetate,EGTA:[Ethylenebis
(OXyethylenenl百lo)]tetraacettc acid,PBS(‐);Ca2+,Mg2+を含まないリン酸緩衝液 ,
丁BS;Ttts‐buttered saline,FBS;牛胎児血清 BSA;Bo宙ne serum albumin,DMEM;
Dulbecco変法Eagle最4 必ヽ須培地,293T;human embryonic kidney celHine,SDS‐
PAGE;ポリアクリルアミド電気泳動,PMSF;phenylmethylsuronyⅢuO百de,PKC;








































A.PC12Ha XMV細胞とPC12Ha RHK細胞をMSH―AP(lnM)またはNGF(50 ng/ml)
存在下で48時間培養した位相差顕微鏡写真を示す。スケールは50 μmを示す。
B.上記Aのように処理したそれぞれのPC12細胞を観察し、24時間後の突起伸長を
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MSH‐AP+30nM K‐252a  MSH‐AP+100 nM K‐252a
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